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Amag: Bu calismada, Salmonella spp. izolatlarin antibiyotik
duyarliliklarimin, biyofilm olusturma kapasitelerinin arastiril-
mast ve ayrica biyofilm olusumuna cesitli ortam kosullarinin
ve siprofloksasin (CIP) varhigimin etkilerinin incelenmesi
amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Bakteriyoloji Laboratuvari’nda 2012 yiuinda
izole edilen 44 Salmonella spp. izolati ¢alismaya alindi.
Izolatlarin CIP duyarliliklar: CLSI kriterlerine gire mikrodi-
liisyon yontemi ile ve biyofilm olusturma kapasiteleri kristal
viyole kullanilarak spektrofotometrik mikroplak yontemi ile
aragtirildi. Daha sonra, farkli sicaklik, NaCl konsantrasyonu,
pH degeri uygulanan kosullar altinda ve farkli konsantrasyon-
larda CIP (1/2MIK, MIK, 2MIK) varliginda biyofilm olustur-
ma kapasiteleri arastirildr. Orta ve giiclii diizeyde biyofilm
olugturabilen Salmonella izolatlart icin her bir parametrenin
biyofilm olusumuna etkisi diger iki parametre sabit tutularak
(sicaklik: 4°C, 20 °C, 37°C, pH: 4, 6, 7.3, NaCl: %0.5, %4,
%6 ) test edildi.

Bulgular: Standart kosullarda (37°C, pH:7.3, NaCl: %0.5),
orta diizeyde biyofilm (%59) ve giiclii biyofilm (%5) olugturan
28 izolatin pH:6’da pH:4’e, %6 NaCl’de %4 NaCl’ye ve 20°C
de 4°C’ye gore daha iyi biyofim olusturdugu gozlendi. Bir
Salmonella izolatinda CIP direnci saptanirken, bir izolat da
orta duyarlt olarak bulundu. CIP, orta diizeyde biyofilm olug-
turan bir izolatta hem biyofilm iiretimini azalttt hem de once-
den olusmus biyofilm tabakast iizerinde inhibe edici etki gos-
terdi.

Sonug: Bu calisma, incelenen Salmonella izolatlarimn belirli
cevre kosullarinda daha fazla biyofilm olusturarak yasam
sanslarmn arttirabildiklerini ve CIP’nin biyofilm iiretimi iizeri-
ne etkili oldugunu ortaya koymugtur.

Anabhtar kelimeler: Biyofilm, Salmonella, siprofloksasin

ABSTRACT

Investigation of Biofilm Forming Capacity of Clinical
Salmonella Isolatesunder Different Environmental
Conditions

Objective: This study aimed to investigate the antibiotic
susceptibility and biofilm forming capacity of isolates of
Salmonella spp., and the effect of different environmental
conditions and the presence of ciprofloxacin (CIP) on biofilm
forming ability.

Materials and Methods: Forty-four Salmonella spp. strains
isolatedin 2012 in Ege University, Faculty of Medicine, Bacteriology
Laboratory of Department of Medical Microbiology, were included
in this research. CIP susceptibilities were determined by
microdilution method according to the CLSI recommendations and
biofilm forming capacities were examined using crystal violet by
spectrophotometric microplate method. Afterwards, the effects of
different ambient temperatures, NaCl concentrations, pH values
and presence of CIP (112MIC, MIC, 2MIC) on their biofilm forming
capacities were assessed. The impact of each parameter on biofilm
formation in Salmonella strains with moderate and strong biofilm
forming capacities at standard conditions (pH 7.3- NaCl 0.5%-
37°C) were tested singly while the other two parameters were kept
at fixed levels (temperature: 4°C, 20°C, 37°C; pH: 4,6, 7.3; NaCl:
0.5%, 4%, 6%).

Results: Under standart conditions, a total of 28 isolates of
Salmonella spp. with moderate (59%) and strong biofilm (5%)
forming capacities showed higher biofilm forming ability at
pH 6, NaCl concentration of 6%, and ambient temperature of
20°C when compared with pH 4, NaCl concentration of 4%,
and ambient temperature of 4°C. CIP resistance was found in
one Salmonella spp. isolate, and one isolate demonstrated
intermediate resistance to CIP. CIP inhibited both biofilm
formation and showed inhibitory effect on pre-formed biofilm
layer in a modarate biofilm producer.

Conclusion: This study revealed that Salmonella isolates
increased their changes of staying alive in certain conditions
by increasing their biofilm forming ability and CIP was found
to be effective on biofilm formation.
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GIRIS

Salmonella enfeksiyonlar1 diinya capinda yay-
gin olarak goriilmektedir. Salmonella’lar insan-
lar, vahsi kuslar, evcil hayvanlar ve kemiricilerin
de aralarinda bulundugu bir¢cok hayvan tiirtiniin
bagirsaklarinda bulunabilen bakteridir. insanla-
rin tiikettigi, aralarinda sebze ve meyvelerin de
bulundugu bir¢ok gidadan izole edilebilirler.
Bu bakteriler, asidik stres, diisiik su aktivitesi ve
yiiksek sicaklik gibi kogullara adapte olarak
cesitli ylizeylerde aylarca canli kalabilmekte-
dirler®.

Mikroorganizmalar biyofilm olusturarak dezen-
fektanlara, antibiyotiklere ve kuruluga karsi
dayanikli hdle gelmekte ve bircok dis etkenden
korunabilmektedirler. Biyofilm icerisinde bulu-
nan hiicreler, kendi iirettikleri ve dis cevreye
kars1 kimyasal ve mekanik koruma saglayan bir
matriks icerisine gdmiilii olarak bulunmakta ve
lizerlerinde ¢ok cesitli bilesiklerin birikmesine
neden olduklari i¢in hem endiistriyel alanda hem
de tip alaninda biiyiik sorunlarin ortaya ¢ikmasi-
na neden olmaktadirlar®?. Endiistriyel sanitas-
yon uygulamalarina ragmen, Salmonella’lar,
biyofilm olusturma yetenekleri sayesinde, poli-
mer, ¢elik ve cam gibi ylizeylerin yani sira orga-
nik ylizeylerde de canliliklarimi siirdiirebilmek-
tedirler®.

Bu calismada, Salmonella izolatlarinin antibiyo-
tik duyarliliklarimin, biyofilm olusturma kapasite-
lerinin aragtirtlmasi ve ayrica biyofilm olusumuna
cesitli ortam kogullarmin ve siprofloksasin (CIP)
varliginin etkisinin incelenmesi amaclandi.

GEREC ve YONTEM

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyo-
loji Laboratuvari’nda 2012 yilinda izole edilen
44 Salmonella spp. izolat1 ¢aligmaya alindi.
Izolatlarin kotrimoksazol (CTX) (Oxoid Ltd.,
Birlesik Krallik), siprofloksasin CIP (Oxoid
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Ltd., Birlesik Krallik), kloramfenikol (CAM)
(Oxoid Ltd., Birlesik Krallik), ampisilin (AMP)
(Oxoid Ltd., Birlesik Krallik), duyarhliklari
Kirby Bauer disk difiizyon yontemi, CIP (Kogak
Farma, Istanbul) duyarliligi mikrodiliisyon yon-
temi ile CLSI (Clinical and Laboratory Standarts
Institute) kriterlerine gore belirlendi’”. Tim
izolatlarin standart yasam kosullarindaki (37°C,
pH:7.3, NaCl: %0.5) biyofilm olusturma kapasi-
teleri, spektrofotometrik mikroplak yontemi ile
arastirildi®. Ayrica bu kosullarda orta diizey ve
giiclii biyofilm olusturdugu belirlenen Salmonella
izolatlarinda, farkli sicaklik, NaCl konsantras-
yonu ile pH degerlerinin biyofilm olusumuna
etkisi, belirtilen parametrelerden biri degistirilir-
ken digerlerinin sabit tutuldugu biiyiime kosul-
lart hazirlanarak (pH 4, NaCl %0.5, 37°C; pH 6,
NaCl %0.5, 37°C; pH 7.3, NaCl %4, 37°C; pH
7.3, NaCl %6, 37°C; pH 7.3, NaCl %0.5, 4°C;
pH 7.3, NaCl %0.5, 20°C) inkiibe edildikten
sonra ayni yontem ile test edildi.

CIP’nin (1/2MIK, MiK, 2MIiK) biyofilm olugu-
muna ve olugmus biyofilm iizerine etkisi biri
orta duyarli ve biri direncli iki izolatta spektro-
fotometrik mikroplak yontemi ile test edildi®.
Izolatlarin olusturdugu biyofilm miktarlarindaki
degisim, standart kosularda CIP varligindaki
inkiibasyondan sonra ve inkiibasyon sonrasinda
CIP ilavesinin ardindan 6l¢iildii.

Degerlendirmede spektrofotometrik mikroplak
Olclim yontemi kullanildi. Bu yontemde, %0.25
oraninda glukoz eklenerek hazirlanmig steril
“Tryptic Soy Broth” (TSB) (Merck) besiyerin-
den 180 pl alinarak 96 kuyucuklu diiz tabanl
mikroplaklar icerisine dagitildi ve iizerine 0.5
Mc Farland’a ayarlanmig 20 ul bakteri siispan-
siyonu steril kosullarda ilave edildi. Kuyucuklar
35°C’de 18-20 saat inkiibasyon sonunda bosal-
tilip steril fosfat tamponu ile yikandi ve mik-
roplak ters cevrilip kendi haline birakilarak
kurumast saglandi. Daha sonra biyofilmin fik-
sasyonunu saglamak amaciyla bu kuyucuklara
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metanol ilave edildi ve 20 dakika sonra bosalti-
lip ters cevrilerek oda sicakliginda kurutuldu.
Son olarak kuyucuklara %0.1’lik kristal viyole
cozeltisi ilave edilip 15 dakika bekletilerek,
olusan biyofilmin boyanmasi saglandi. Siire
sonunda kuyucuklar bosaltilip, musluk suyu ile
yikanarak boyanin fazlasi uzaklastirildi ve
kurumaya birakildi. Biyofilm tarafindan tutu-
lan boyanin goriintiilenmesi amaciyla kuyu-
cuklara %95°lik etanol ilave edildi ve 30 daki-
ka sonra spektrofotometrede 570 nm’de okunan
optik dansite degerlerine gore biyofilm olusu-
mu negatif, zayif, orta ve giiclii olarak yorum-
landi. Pozitif kontrol olarak Enterococcus
faecalis ATCC 29212 kullanildi.

BULGULAR

Kirk dort Salmonella spp. izolatinda CTX diren-
ci saptanmazken, CIP ve CAM direnci %2.3,
AMP direnci %13.63 olarak bulundu. Mikro-
diliisyon yontemi ile bir izolat direngli (MIK:
1.5 pg/ml), bir izolat orta duyarh (0.15 pg/ml),
42 koken ise CIP’ye duyarli bulundu. CIP MIK
aralig1 0.04-1.5 pug/ml olarak tespit edildi.

Standart iireme kosullarinda (37°C, pH=7.3,
NaCl= %0.5) orta diizeyde biyofilm (%59) ve
gliiclii biyofilm (%5) olusturan toplam 28 izolat
tespit edildi. Bu izolatlarla yapilan denemelerde
pH=6"da pH=4"e, %6 NaCl’de %4 NaCl’ye ve
20°C’de 4°C’ye gore biyofilm olusumunun art-
t1§1 gozlendi (Tablo 1, 2).

Mikrodiliisyon yontemine gore, CIP direngli
(MIK 1.5 pg/ml) 2 numarali izolat ve orta
duyarli (MiK 0.15 pg/ml) 19 numaral izolatin
orta diizey biyofilm olusturan grupta oldugu
goriildii. Denemeler sonucunda orta duyarlt olan
19 numarali izolatta 1/2MIK, MIK, 2MIK
(0.075; 0.15; 0.3 pg/ml) oraninda uygulanan
CIP’nin hem biyofilm iiretimini hem de 6nceden
olugmus biyofilm tabakasini orta diizeyden zayif
biyofilm diizeyine diisiirdiigii, CIP’ye direncli 2
numarali izolatta ise uygulanan 1/2MIK, MIK,
2MIK (0.75; 0.15; 3 ug/ml) CIP’nin boyle bir
degisiklik olusturmadig belirlendi (Tablo 3, 4).

TARTISMA

Bu calismada, Salmonella izolatlarinda CIP ve
CAM direnci %2.3, AMP direnci %13.63 ora-
ninda bulunurken, CTX direnci saptanmadi.
Genel olarak literatiir verilerine baktigimizda,
Salmonella’larda antibiyotik direnci diinyada
onemli bir sorundur. Ozellikle gelismekte olan
tilkelerin ¢ogunda hayvan yetistiriciliginde ve
insanlarda antibiyotiklerin bilingsizce kullanimi
sonucu ¢oklu direncli Salmonella izolatlarinda
artis  olmustur. Salmonella’larda geniglemis
spektrumlu beta laktamazlar, diger Gram-negatif
bakterilerdeki kadar yaygin degildir ancak plaz-
mid, integron ve transpozonlarla tagindiklar1 i¢in
aminoglikozid, tetrasiklin, siilfonamidlere cap-
raz diren¢ s6z konusudur. 2010 yilinda da
Tayvan’dan karbapenem direngli Salmonella
Typhimurium kokeni bildirilmigtir. Caligmamizda,

Tablo 1. Standart iireme kosullarmda orta ve giiclii biyofilm olusturan yirmi sekiz Salmonella spp. izolatinin test edilen ortam para-

metrelerine gore degisen biyofilm olugturma oranlar1®.

Farkh Ortam Kosullarmda Degisen Biyofilm Olusturma Ozelligine Gore izolat Sayisi-N (%)

pH NaCl (%) Sicaklik (°C)
BOD SKB 4 6 4 6 4 6
Giiglii 2(7.1) 3(10.7) 15(53.6) 1(3.6) 26(92.9) - 4(14.3)
Orta 26 (92.9) 12 (42.9) 13 (46.4) 18(643) 2(7.1) 23 (82.1)
Zayif - 13 (46.4) 9(32.1) - 1(3.6) 1(3.6)
Negatif - - - 27 (96.4)

BOD: Biyofilm olusturma diizeyi, SKB: Standart kosullarda biyofilm (37°C, pH=7.3, NaCl= %0.5)
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Tablo 2. Standart iireme kosullarinda orta ve giiclii biyofilm olusturan yirmi sekiz Salmonella spp. izolatiin biyofilm olusturma kapa-
sitelerinin test edilen ortam parametrelerine gore degisimi.

pH NaCl (%) Sicaklik (°C)

izolat No
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SKB: Standart kosullarda biyofilm (37 °C, pH 7.3, NaCl %0.5), G: Giiglii biyofilm, O: Orta biyofilm, Z: Zayif biyofilm, Y: Biyofilm olusturma
yetenegi yok, *CIP direncli, # CIP orta duyarlt

Tablo 3. Salmonella spp. izolatlarinin biyofilm olusturma kapasiteleri ile CIP duyarhihig arasindaki iliski.

Direng Profili N(%) MIK, MiK,
MiK Arahg (pg/ml)
(pg/ml) S I R
Biyofilm (+) (n=28) <0.04-15 26(93) 135 135 <004  =<0.15
Biyofilm (-) (n=16) <0.04 - <0.04 16 (100) - - <004 <004
TOPLAM (n=44) <0.04-15 420954 123 123) <004 <004

S: Duyarli. I: Orta duyarli. R: Direngli. (Duyarlilik sinirlart S:<0.06; 1:0.12-0.5; R:=1)

Tablo 4. Orta duyarh ve direncli iki izolatta CIP’nin biyofilm olusturma kapasitesine etKkisi.

izolat No MiK (ug/mL) Standart kosullarda biyofilm 1 MIK MiK 2 MiK
2 15 0 o) 0 0
19 0.15 0 z V4 V4

O: Orta biyofilm, Z: Zayif biyofilm
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kullanilan izolatlarda daha onceki caligsmalarla
kiyaslandiginda antibiyotik direncinin ¢ok yliksek
diizeyde olmadig1 goriilmektedir™!'3).

NaCl, hiicreler icin 6nemli besinsel gereksinim
olup, NaCl’nin bulunmadig1 ortamlarda bakteri-
yel biiylimenin gerceklesmedigi bilinmektedir.
Bu faktor bakteriyel biiylimenin yaninda biyo-
film olusumu iizerinde de olumlu etki yaratmak-
tadir. Hiicre ici pH, hiicrenin fizyolojisini ve
bakteri liremesini etkileyen 6nemli bir faktordiir.
Mikroorganizmalar ¢evresel pH degisimleriyle
yaygin olarak karsilasirlar ve sonug olarak alka-
li ya da asidin neden olacagi zararlar1 en aza
indirmek amacryla ¢esitli adaptif stratejiler gelis-
tirirler. Pek cok bakteri, baz1 genlerini diizenle-
yerek asit stresine yanit verirler. Salmonella’lar
da isleme ve saklama sirasinda degisen cevresel
kosullara (1s1, pH ve NaCl) adapte olarak yasam-
da kalabilirler™®.

Calismamiz kapsaminda, Salmonella bakterisi-
nin biyofilm olugturan izolatlar1 farkli cevresel
parametrelere (sicaklik: 4°C, 20°C, 37°C; pH: 4,
6, 7.3; NaCl: %0.5, %4, %6) maruz birakilmis-
tir. Bu amacla uygulanan ilk parametre farkli
sicaklik degerleridir. 20°C’ye maruz birakilan
Salmonella 6rneklerinin normal kosullara gore
daha giiclii biyofilm olusturdugu saptanmustir.
Ortama eklenen NaCl, biyofilm olusumunda
belirgin bir artisa neden olmustur. En iyi biyo-
film olusumu %6 NaCl derisiminde meydana
gelmistir. Bu caligma kapsaminda uygulanan
parametrelerden biri de farkli degerdeki pH
uygulamalar1 olmustur. Calismada, bakterilerin
pH 6’da pH 4’e gore daha giiclii biyofilm olug-
turdugu gozlenmistir.

Yapilan bir ¢alismada, gidalarin korunmasi igin
geleneksel bir uygulama olan pH ve NaCl sevi-
yelerinin diizenlenmesi ile Salmonella izolatla-
rinda biyofilm olusumunun 6nlenebilecegi gos-
terilmis ve arastirmacilar bu uygulamanin gida
giivenligine katki saglayabilecegini belirtmig-

lerdir®. Altmus Salmonella enterica ile farkl
cevre kosullarinda biyofilm liretiminin test edil-
digi bir ¢alismada pH 5.5 (%58.3), %0.5 NaCl
(%48.3) ve 25°C’de (%53.3) yiiksek oranda
biyofilm olustugu gézlenmistir®. Ortam sicakli-
ginm 30°C ve pH'min 6’ya yakin ve pepton
oraninin diisiik tutuldugu bir calismada, biyo-
daha yiiksek oldugu
belirtilmistir”. Bu c¢alisma ve diger calisma
sonuglart dikkate alindiginda, Salmonella bakte-
rilerinin standart yasam kosullarindan uzaklagil-
dik¢a yasamda kalabilmek i¢in biyofilm olugtur-

film  dretiminin

ma egiliminin arttig1 goriilmektedir. Biyofilm
olusumunda bir¢ok genin ve tam olarak anlagila-
mayan diizenleyici mekanizmalarinin rol aldigi
diisiiniiliirse mikroorganizmalarin biyofilm olug-
turma 0zelligi izolattan izolata farklilik gostere-
bilmektedir. Bunun yani sira yapilan deneysel
caligmalarda da, gercek yasam ortami tam ola-
rak olusturulamadig1 icin sonuglar yaniltici
olabilmektedir ',

Salmonella spp. izolatlarinda CIP direncinin
degerlendirildigi bu calismada, CIP direncgli ve
orta duyarlt iki izolatin orta diizeyde biyofilm
olusturan grup icerisinde yer aldig1 goriilmiistiir.
CIP, orta diizeyde biyofilm olusturan izolatlarin
birinde hem biyofilm iiretimini azaltmig hem de
onceden olugmus biyofilm tabakasi iizerinde
inhibe edici etki gostermistir. Ortamda biyofilm
olusumu 6ncesi ve sonrasi CIP ilavesi sonucun-
da elde edilen veriler birbirinden farkli bulun-
mamustir. CIP MiK degerinin alt ve iist konsant-
rasyonlarinin ayni kdkende biyofilm olusturma
diizeyini degistirmedigi saptanmistir.

Antibiyotiklerin sub-MIK konsantrasyonlarinin
mikrobiyal kalicilik ve diren¢ gelisimi iizerine
etkileri ¢ok fazla calistimamustir. Ilk kez Majtan
ve ark."? klinik S. Typhimurium kokenlerinin
biyofilm iiretimi ile antibiyotiklerin sub-MIK
konsantrasyonlarindaki etkilesimini aragtirmig-
lardir ve bagka antibiyotiklerin de kullanildigi
bu calismada, CIP’nin ekzopolisakkarit iiretimini
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etkilemedigi belirtilmistir. Calismamizda, izo-
latlarin ¢ogunun CIP MIK degerleri ¢ok diisiik
diizeyde (<0.04 ug/ml) oldugundan bu antibiyo-
tigin sub-MIK konsantrasyonlarinin biyofilme
etkisi tiim izolatlarda ¢aligtlamamustir. Bir calig-
mada, planktonik hiicrelerle kiyaslandiginda,
biyofilm iireten S. Typhimurium kokenlerinin
CIP’ye daha az duyarli oldugu belirtilmistir'®.
Olgun biyofilm i¢inde iireyen bakteriler genelde
antibiyotiklere direnclidirler. Bu durumla ilgili
iki hipotez one siiriilmektedir. ki antibiyotigin
biyofilm icine gecisindeki yetersizlik, ikincisi
ise biyofilm icindeki bakterilerin diisiik hizda
cogalmas1 ya da ¢ogalmiyor olmasi nedeniyle
bakterilerin antibiyotige daha az duyarli hale
gelmeleridir. Anderl ve ark."”, CIP’nin biyofilm
icindeki bakterilere yukaridaki hipotezi destek-
ler sekilde etkisiz oldugunu gostermislerdir.

Bu calismanin sonuglari, incelenen Salmonella
izolatlarinin belirli cevre kosullarinda daha fazla
biyofilm olusturarak yasam sanslarini arttirabil-
diklerini ve CIP’nin bazi izolatlarda biyofilm
tiretimi tizerine etkili olabilecegini ortaya koy-
mustur. Buna gore, bakterilerin cesitli yiizeylere
tutunmasi ve kolonizasyonunu engellemek i¢in
cevre kosullarinin uygun sekilde diizenlenmesi
ve gerektiginde bir antibiyotik ilavesinin 6nemli
yararlar saglayacagi diisiiniilmiistiir.
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